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NHZAS SAAS RS wwe 
与 酯 酶 活性 的 变化 


EKE EHR ARE ETT 


CREE RSE A ME 210014) 


摘 杰 ”本 实验 用 光 镜 和 电镜 观察 了 小 地 老虎 Agrozis ypsilon Rottemberg 幼虫 在 变态 期 间 马 氏 d 
超 微 结构 的 变化 及 成 虫 蕊 氏 管 的 重组 过 程 ， 同 时 还 研究 了 变 炭 期 马 氏 管 酯 酶 的 活性 。 结 果 表 明 : (3) 变态 
期 间 马 氏 管 外 形 完整 ; 除 至 预 旺 期 隐 肾 复合 体 解体 外 其 余 无 明显 变化 。(2) 变 窟 期 间 管 壁 细 胞 变化 显著 。 幼 
m 6 XOU TE Ses PATE Eq END. A ER ee CE eR eR 
NUM EPHIESE jp HEAR IEP XR. xA UBI Auch Ups ee: AC Bän, me 
TRUE CHEER HEEL HON ER PH H än gi EAE SEE SEL ITE ROI S i a Bc P E D E SA SE TNR 
1a Abd se is WRIT s A Ab 95 C£ EG AST PEST BS EA » D eb ESTY A Bin E ECC SEC ZH » 3 PAP t 2 
BEYE 5 ASE Ee AG Sete FERE CE Py MLE Af, G) el: ri Bee EE EE ERE FR Be ICI SS E e C dh s 
BIG EU E FUE S gin KC o AULA IR 


Sam AE EE BRF St MW 


SA EL EB t E RA E Du GEI, Drone lt eR: 一 种 是 
Air Es ERATES BARE Ct URES ARAN TED HA. WHR Hypo- 
nomeuta WIE Pieris 幼虫 ; 另 一 种 是 幼虫 的 马 氏 管 全 部 解体 ， 成 虫 的 马 氏 管 由 “原始 
环 ” 重 新 形成 ， 如 谷 峨 Tineola FIRE Galleria 幼虫 (Sehnal, 1985; Wigglesworth, 
1972)o BREHMER Calpodes ethlius 幼虫 马 氏 管 的 研究 中 ,变态 时 外 形 上 
观察 不 到 重大 变化 ,但 内 部 管 壁 细胞 的 变化 十 分 激烈 ,组 织 发 生 解体 和 重组 ， 并 与 嫉 皮 激 


索 的 作用 有 关 (Ryerse 1979、1980)。 


作者 曾 对 小 地 老虎 Agrotis ypsilon HBA BS RHA MET J YE HH UT 
守 。 在 此 基础 上 ,又 营 重 观察 了 六 离 末 期 幼虫 和 进入 预 肾 期 后 ,号 氏 管 组 织 学 与 细胞 学 的 
变化 特征 ,以 及 自体 符 叹 泡 和 各 种 恋 泡 的 发 生 和 形成 过 程 。 此 外 ,还 测定 了 不 同 发 育 时 期 


哺 酶 活性 的 变化 。 这 些 结果 可 为 研究 滞 索 类 杀 虫 剂 药理 学 提供 组 织 学 与 细胞 学 依据 。 
材料 和 和 方法 
一 、 供 试 昆虫 的 饲养 与 解剖 


小 地 老虎 采 自 野外 的 越冬 代 娥 经 繁殖 产 路 ， 再 在 养 虫 室 内 累 代 饲养 ， 以 幼虫 作 试 验 





本 文 于 1989 年 5 月 收 到 。 
* 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 。 
* 南京 农业 大 学 电镜 室 。 
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Ho hRANK AIRRA TAL IR PBA a RR 
HEREKE RRRA 10% RUBUK IREBE 1 18—25°C, 每 日 光照 10 小 时 。 
供 试 幼虫 在 生理 盐水 中 解剖 ,取出 马 氏 管 备 用 。 

二 、 光 镜片 的 制作 

PRA Bouin's 被 固定 ,在 不 同 梯 度 酒精 中 逐 级 脱水 ，、 用 二 甲 茶 透明 后 ， 石 蜡 包 埋 ， 
切片 厚度 5 一 7 微米 。 再 经 过 苏 木 精 - 伊 红 双 染 。 

三 、 电 镜片 的 制作 

试 虫 经 活体 解剖 后 取出 马 氏 管 。 用 2% REK 1% RBM. M Epon-812 包 
H, FREH 600 纳米 ,再 用 醋酸 铀 及 柠 榜 酸 铅 染 色 。 在 JEM-100CXII 型 透射 电镜 观 
察 。 

四 、 出 酶 活性 的 测定 

L 酶 液 制备 ” 试 虫 在 生理 盐水 中 解剖 ,取出 马 氏 管 (除去 隐 肾 复合 体 部 分 )。 每 10 头 
幼虫 的 马 氏 管 加 生理 盐水 1 毫升 ,用 玻璃 匀 浆 器 匀 效 ,以 4000 转 / 分 离心 15 SHR 
' 液 测定 。 试 验 在 4°C 水 浴 中 进行 。 

2， 凑 酸 酯 酶 的 活性 测定 “在 试管 中 加 入 底 物 5 RECS 3 X 10 mol/L 的 o- HGR 
ZER 1077 mol/L GES ën 0.004 mol/L BERRI, pEL7.0), EIA HR ie 5 一 
100 MIR, B 25°C 温浴 中 30 43-98 WANA BH 1 BAS 固 蓝 盐 B 和 5% 十 二 
烷 基 硫酸 钠 ,两 者 按 2:5 混和 )。 半 小 时 后 ,用 721 型 分 光 光 度 计 测 ODem 值 。 在 标准 曲 
线 上 求 出 相应 的 o ZER mmol/L 的 数值 ,计算 酶 活性 (Van，1962) 。 

3. 酸性 磷酸 酯 酶 活性 的 测定 

在 试管 内 加 入 棕 榜 酸 - 柠 榜 酸 钠 缓冲 液 2 毫升 《pH4.9)。 再 加 入 作为 底 物 的 0.001 
mol/L 的 磷酸 葵 二 钠 1 BEF, Ss 300 微 升 ， 混 匀 后 在 25°C 下 温浴 1 小 时 ， 然 后 加 入 
0.5 mol/L NaOH 1 毫升 、0.5 mol/L NaHCO, 1 毫升 ,0.6% MARR 1 BIT 24% 
Ski 1 毫升 , 泥 匀 后 在 25°C PRE 1 小 时 。 用 721 型 分 光 光 度 计 测 ODsw 值 , 在 标 
准 曲 线 上 求 出 相应 的 葵 酚 含量 ,计算 酶 活性 。 


结果 和 分析 


一 、 马 氏 管 在 幼虫 发 育 和 变态 过 程 中 的 形态 变化 

小 地 老虎 幼 忠 从 四 龄 发 育 到 六 龄 。 在 变态 为 肾 及 羽化 为 成 虫 的 过 程 中 ， 马 氏 管 外 形 
的 变化 见 表 1。 

M3 1 中 可 以 看 出 , 马 氏 管 长 度 和 管 径 的 增加 , 以 六 龄 幼虫 初期 到 中 期 为 最 快 。 至 预 
婧 期 ,由 于 隐 肾 复合 体 的 围 膜 解体 ,幼虫 马 氏 管 端 段 游离 于 血 腑 , 管 径 缩小 甚至 消失 ,直到 
肾 期 第 5 天 才 再 度 出 现 。 在 光 镜 下 观察 ， 马 氏 管 的 横 苇 面 中 可 见 到 细胞 核 的 数据 从 四 龄 
时 的 4 一 6 个 增加 到 五 龄 末期 和 六 龄 初期 的 15 一 20 个 ， 说 明 六 龄 中 期 马 氏 管 的 增长 和 发 
BES DURA Ile pn, 

=. SEU DES (PE 
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SR SRE ee TERCER) ZS E 
4 D "LE 35—50 47 20* Es 
5 RCG X) 乳白 38 一 60 50 46* 大 

.6 RO 天 ) SLA 48—60 55 46% 大 
6 BT E) SILET 72—101 83 59* 最 大 
Fa SUA 29.48 44 56 小 或 无 
Cl E) Ha 38—55 43 55 小 或 无 
PCS K) 黄色 41—70 56 55 FER 
Bonk SLE 60--84 71 54 增 大 








"E RAIS A BLL 


AER raum, dem, en D I b, TEE Be tn TT ELYETREC ein Jg." RARE A 
Ae UES URIS , HRAL, er WOES RS, HRIBI RH Ze SEI, TE Dh" 
EX fi fb t BEAR, ARTERE PE e DO EUN Hc IC PALME ZUR fk, DURER 
Bit ASHLEE m te oS CE IS 1.2) 

=, (EMH A eL et 

M. fit df ar: I DEERE RERE RET Ae Ds ATER AULEM iko LL tnl "Daten 
38 301 TRE, VAR EXEC ECCE IPS PP Po s EL Te ve pi nc P a ARE "T sn 
Wit gta" Y Alto OY SRR ae TL L6 i Sen Fes m AD TIBEF RUZ sU 
SREDE PIRETI CEDE d: 3.4.5) 

"iilis 5R, SER m E äre att, TUAREA, ELAY dg 
a. RARR PUREE PIER Hes Dern S RR s IPEA I TMA 
毛 储 长 ,细胞 内 充满 各 种 液 泡 , 分 布 均匀 。 液 泡 内 含有 针 状 蝇 休 或 颗粒 ， 液 泡 腊 外 附着 较 
多 的 核糖 体 。( 图 版 Us 6,7,10) 

这 成 虫 期 出 现 典型 的 成 虫 期 细胞 结构 。 其 特点 是 具有 复杂 的 液 泡 系 ,是 变态 过 程 中 最 
显 沙 的 一 个 特征 。 在 基本 细胞 中 , 液 泡 起 始 和 于 预 蜂 期 ,形态 多 变 ， 但 它们 与 晴 期 液 泡 最 大 
ROC BUE I p RUE RC FRI PRECES. WH: 8.9) 

5 uN, NE DEn Eb SRL e e s, BI Mun RICE,» PH e C 
RE USt. 


za pese i XS] ES ECC DU PEDES ES 78 2E 9 E e 











i nu om NM nost ay Pe A 
SE H cu RUE Coe 3 . 
e a CN / 活性 比 * SC et / iG th H 
Jib CR 18.30% 107? 22 0.240 1.78 
pm 4.70x 107 5.7 0.150 rad 
HO E) 0.83X10- 1 0.135 1 
Cu e) 2.103107 2.5 0.090 0.67 
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Wu. AS A HH) R Er S o RENS -ES Be PE VEDO BE Mere HE ap zs Az 

在 小 地 老虎 幼虫 的 变态 过 程 中 ,测定 两 种 水 解 酶 的 活性 〈 凑 酸 酯 梅 和 酸 ; Base: 
ERLE 2 

从 表 2 mf Ud make X DABIS HEE E HSE ACH, WEA SLB AH 
oy) es» URS BR, BTR RRR RR AE IRE AT ENEE, (CN 
以 后 酸性 磷酸 酯 酶 的 下 降幅 度 较 大 。 这 些 酯 酶 能 否 对 杀 虫 剂 起 到 降解 和 排泄 作用 ， 有 待 
进一步 研究 。 - 

讨 论 

1. 小 地 老虎 成 虫 的 马 氏 管 是 由 幼虫 的 发 育 而 成 ,成虫 马 氏 管 的 外 形 与 幼虫 的 相 比 
较 , 除 无 隐 肾 复合 体外 , 仅 长 度 有 所 缩短 ,其 余 无 明显 区 别 。 但 从 细胞 学 研究 结果 表明 :成 
虫 期 的 马 氏 管 管 壁 细胞 是 由 幼虫 期 细胞 裔 解 后 重新 形成 的 。 在 此 期 间 细 胞 核 并 没有 dB 
上 具 ， 它 们 在 细胞 重组 中 起 着 重要 作用 ， 为 成 虫 管 壁 细胞 的 产生 提供 遗传 信息 。 预 是 期 开 
始 , 细 胞 的 基 膜 内 裙 、 微 绒毛 和 线粒体 等 细胞 器 消失 ,形成 自体 吞 叭 泡 ;至 肾 中 期 这 些 细胞 
者 才 重 新 出 现 , 及 至 预 成 虫 期 再 进一步 发 育成 熟 , 如 微 绒毛 伸 长 ,其 内 裙 加 深 , 线 粒 体内 出 
FEELS, Ryerse(1980) 认为 ,这 些 亚 细 胞 结构 的 变化 是 受 赔 皮 激 素 控 制 的 。 

2. 成 虫 马 氏 管 细胞 内 的 液 渔 系 是 在 幼虫 期 细胞 崩 解 后 发 育 至 预 晴 时 开始 出 现 的 , 进 
人 肾 期 不 断 增 多 ， 至 成 虫 期 开始 排放 。 IX ANA AAR 8 Fr RE, 其 特征 是 膜 外 附 有 粗 
面 内 质 网 和 核糖 体 (Wigglesworth 等 ,1962), 其 中 含有 8- 甘 油 酯 酶 等 水 解 酶 。 另 一 种 
EA DAW, FA, RAS IL "(Cheung 等 , 1973;Green, 1979), 
液 泡 膜 外 的 核糖 体 至 成 虫 期 消失 ,是 否 由 于 此 时 马 氏 管 已 经 发 育 完全 ， 不 再 进行 新 的 腊 系 
的 蛋白 质 合成 所 致 , 尚 需 进 一 步 研究 才能 作出 解释 。 

3. & i ET ^ E eI eam, A AR E TEN C NES TEE 
其 它 细胞 器 等 。 这 一 现象 说 明了 液 泡 系 内 贮存 了 大 量 的 可 被 代谢 物质 。 其 中 有 用 的 物质 
可 能 在 排除 之 前 被 再 吸收 利用 ; 有 的 昆虫 在 管 腔 内 的 物质 因 受 到 水 解 酶 的 作用 而 形成 尿 
被 ;最 后 排出 代谢 废物 。 | 通过 酯 酶 活性 测定 ,发 现 六 龄 幼虫 期 活性 最 高 ， 这 可 能 与 虫 体 增 
大 代谢 竹 盛 有 关 , 同 时 也 反映 出 老 热 幼虫 具有 较 强 的 代谢 能 力 。 

. 4. 变态 期 间 幼 虫 马 氏 管 细胞 的 解体 和 成 虫 马 氏 管 细胞 的 重组 过 程 是 与 赔 皮 激素 的 
-作用 有 有关 (Berendes 58,1971; Byers, 1971; Bradley 等 1981), 因此 马 民 管 细胞 的 形 
态 变 化 与 发 生 , 可 用 来 研究 晓 皮 激素 的 滴 度 变化 与 作用 机 制 ,或 用 来 观察 某 些 激素 药剂 的 
效应 。 将 马 氏 管 作 离 体 培养 的 方法 比较 简单 ,其 灵敏 度 必 然 超过 常规 生物 检测 法 ， 值得 今 
.后 在 激素 或 激素 类 药剂 的 研究 中 探索 。 
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CHANGES OF ULTRASTRUCTURE AND ACTIVITIES OF ESTERASES 
OF BLACK CUTWORM MALPIGHIAN TUBULES DURING 
METAMORPHOSIS 


CHEN CHANe-KUN Wane YirN-cHANG Zeu Rone-surn ‘You ZI-PING 


(Department of Plant Protection, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210014) 


The morphological and ultrastructural changes of larval Malpighian tubules and the re- 
construction of adult Malpighian tubules of black cutworm, Agrotis ypsilon (Rouembergy du: 
ring metamorphosis were studied with electron microscope, Activities of their esterases were 
also analysed with biochemical methods. The results are summarized as follows: 

l. The external morphology of Malpighian tubules remained unchanged during prepu- 
pal and pupal stages, but that part of the tubule within the crytonephridial segment was dis- 
sociated owing to cryptohephridal membrane degeneration. 

2. On the other hand, the cells of the Malpighian tubules changed dramatially in the late 
6th instar. As revealed by electron micrographes the changes were as follows: electron density 
of cytoplasm increased, the basal infold disappeared, and microvilli shortened where the mi- 
tochondria retracted to cytoplasm. Cells of the larval Malpighian tubule degenerated during 
the prepupal and the early pupal stage: base infolds, microvilli, mitochondria and other orga- 
nelles almost disappeared; autophagocytosis took place and the cytoplasm contained only various 
vesicles. But the basal lamina of Malpighian tubules persisted unchanged; therefore, the Mal- 
pighian tubules appeared intact. When the late pupal stage began, the adult Malpighian tubule 
cells were reconstructed — at their original position; base infolds deepened; the length of micro- 
villi increased; and mitochondria reappeared. 

3. The esterase activities in Malpighian tubule were quite different at various periords 
during metamorphosis, and the activity sequence could be arranged as follows: 6th instar 
larvae > prepupae> pupae. 








Key words Agrotis ypsilon (Rottemberg) 
ule——ultrastructure——esterase 
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陈 长 更 等 : 


小 地 老虎 变态 期 间 马 氏 管 超 微 结构 与 酯 酶 活性 的 变化 


图 版 1 
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